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명 세 서

청구범위

청구항 1 

SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸코시데이즈(α-L-fucosidase); 및

락토스 및 중합도(degrees of polymerizations) 2 이상의 말토올리고당으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상

의 기질을 포함하는 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

α-L-푸코시데이즈는 α-1,4 글루코시데이즈 및 β-1,4 갈락토시데이즈 활성과 트랜스글리코실화 활성을 갖는,

단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

α-L-푸코시데이즈는 비브리오속(Vibrio sp.) 균주 EJY3에서 분리한 것인, 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조

성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

α-L-푸코시데이즈는 상기 α-L-푸코시데이즈를 코딩하는 유전자를 포함하는 재조합 벡터로 형질전환된 숙주세

포 또는 이의 배양물로부터 얻은 것인, 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서,

유전자는 SEQ ID NO: 2의 염기서열을 포함하는, 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서,

단당류는 글루코스 또는 갈락토스를 포함하는, 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서,

기질은 중합도 2 내지 4의 말토올리고당을 사용하는, 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물.
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청구항 8 

락토스 및 중합도(degrees of polymerizations) 2 이상의 말토올리고당으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상

의 기질과 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸코시데이즈(α-L-fucosidase)를 반응시키는 단계;

및

상기 반응의 생성물로부터 단당류 및 기질로 사용되는 말토올리고당 보다 높은 중합도의 말토올리고당을 회수하

는 단계를 포함하는 단당류 또는 말토올리고당의 생산방법.

 

청구항 9 

제8항에 있어서,

반응은 30 내지 40 ℃, pH 6 내지 8, 30분 내지 48 시간의 조건에서 수행하는, 단당류 또는 말토올리고당의 생

산방법.

청구항 10 

제8항에 있어서,

기질은 중합도 2 내지 4의 말토올리고당을 사용하는, 단당류 또는 말토올리고당의 생산방법.

청구항 11 

제8항에 있어서,

단당류는 글루코스 또는 갈락토스를 포함하는, 단당류 또는 말토올리고당의 생산방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 알파- 및 베타-1,4-글리코시드 결합을 모두 절단하는 효소의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

α-L-푸코시데이즈(3.2.1.51)는 상이한 유형의 푸코실화된 올리고당 및 푸코 글리코컨쥬게이트의 비환원 말단으[0003]

로부터 α-연결된 L-푸코실 잔기의 가수분해를 촉매할 수 있는 엑소글리코실 가수분해효소이다. 효소가 촉매 작

용을 하는 반응의 종류와 기질에 대한 특이성에 따라 푸코시데이즈는 푸코스 및 갈락토스 사이의 α-1,2 결합을

절단하는 α-1,2-L-푸코시데이즈(EC 3.2.1.63), 푸코스 및 N-아세틸글루코사민(GlcNAc) 사이의 α-1,3 결합을

절단하는 α-1,3-푸코시데이즈(3.2.1.111), 및 푸코스와 갈락토스 사이의 α-1,2 결합 및 푸코스와 GlcNAc 사이

의  α-1,3/4/6  결합과  같은  다양한  범주의  결합을  절단할  수  있는  특이성이  낮은  α-L-푸코시데이즈(EC

3.2.1.51)로 분류한다. 탄수화물-활성 효소(Carbohydrate-Active EnZymes(CAZy)) 데이터베이스의 분류에 따르

면(http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html), α-L-푸코시데이즈는 서로 가수분해 반응 촉매에 사용된

메커니즘이 상이한 GH 패밀리 29(GH29) 및 95(GH95)에 속한다. GH95의 α-L-푸코시데이즈는 특히 직접 치환(반

전) 메커니즘을 통해 다양한 올리고당과 당단백질의 당 사슬에서 발견되는 α-1,2 푸코실 결합을 가수분해한다.

반대로, GH29의 α-L-푸코시데이즈에 의해 매개되는 가수분해 반응은 생성된 산물에서 기질 아노머 중심의 배열

이 유지되는 곳에서 고전적인 코쉬랜드 이중-치환 메커니즘을 통해 일어난다. 흥미롭게도, GH29의 보유 효소는

가수분해 반응뿐만 아니라 트랜스글리코실화, 즉, 절단된 글리코시드 잔기의 최종 수용체가 물과 다른 하이드록

실기-보유 분자인 반응을 촉매할 수 있다. 최근에, GH29는 기질 특이성 및 서열 상동성에 기초하여 두 개의 서

브패밀리, GH 서브패밀리 29A 및 29B로 분류하였다. GH 서브패밀리 29A는 α-L-푸코시데이즈를 포함하고, p-니

트로페닐-α-L-푸코피라노시드(p-nitrophenyl-α-L-fucopyranoside; pNP-α-L-Fuc)과 같은 합성 기질에 작용할
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수 있으며, 푸코실올리고당에 대한 가수분해 능력이 제한적이다. GH 패밀리 29B는 α-L-푸코스데이즈를 포함하

고, 비환원성 말단에 분지형 갈락토스 잔기를 갖는 α-1,3/4 푸코실 결합에 대해 보다 위치특이적이며, pNP-α-

L-Fuc를 실질적으로 가수분해할 수 없다. 

α-L-푸코시데이즈는 세균, 진균, 식물, 해양 무척추동물 및 포유동물을 포함하여 광범위한 생물체에서 분리되[0004]

었다. 최근에, α-L-푸코시데이즈는 클로닝되어 비피도박테리움(Bifidobacterium), 박테로이데스(Bacteroides)

및 락토바실러스(Lactobacillus)를 포함하여 몇몇 장내 세균으로부터 특성이 규명되었다. 또한, 일부 장내 미생

물에 의한 α-L-푸코시데이즈 및 푸코실 글리칸 분해 사이의 관계가 보고되었다. 현재까지, 모든 보고된 α-

L-푸코시데이즈는 올리고당 또는 그들의 컨쥬게이트의 말단 푸코실 결합의 제거를 촉매하나 비-푸코실화된 기질

을 가수분해하는 능력은 보고된바 없었다. 

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  1. Johnson, S. W. et al. Comp. Biochem. Physiol. B. 1991, 99, 479-488 [0006]

(비특허문헌 0002)  2. Sakurama, H. et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 2012, 76, 1022-1024 

(비특허문헌 0003)  3. D'Aniello, A. et al. J. Biochem. 1982, 91, 1073-1080 

(비특허문헌 0004)  4. Shaikh, F. A. et al. Biochemistry. 2013, 52, 5857-5864 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 이중 글리코시드 가수분해 활성을 갖는 비브리오속(Vibrio sp.) 유래의 신규한 푸코시데이즈[0007]

의 용도를 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸코시데이즈(α-L-[0009]

fucosidase); 및 락토스 및 중합도(degrees of polymerizations) 2 이상의 말토올리고당으로 이루어진 군에서

선택된 하나 이상의 기질을 포함하는 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한 단당류 또는 말토올리고당을 생산하기 위한 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸[0010]

코시데이즈(α-L-fucosidase)의 용도를 제공한다.

본 발명은 또한 락토스 및 중합도(degrees of polymerizations) 2 이상의 말토올리고당으로 이루어진 군에서 선[0011]

택된 하나 이상의 기질과 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸코시데이즈(α-L-fucosidase)를 반

응시키는 단계; 및

상기 반응의 생성물로부터 단당류 및 기질로 사용되는 말토올리고당 보다 높은 중합도의 말토올리고당을 회수하[0012]

는 단계를 포함하는 단당류 또는 말토올리고당의 생산방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 α-L-푸코시데이즈는 α-1,4-글루코시데이즈 및 β-1,4-갈락토시데이즈 활성을 가져 비-푸코실화된[0014]

당질로부터 단당류인 글루코스 및/또는 갈락토스를 생산하며, 상기 효소는 트랜스글리코실화 활성을 가져 기질

로 사용되는 말토올리고당보다 높은 중합도를 갖는 말토올리고당을 생산하여 식품 산업에서 고부가가치의 신소

재 개발에 적용할 수 있다. 
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도면의 간단한 설명

도 1은 SDS-PAGE를 이용한 VeFUC의 발현을 나타낸 것이다. 레인 1은 단백질 마커, 레인 2는 His-tag 친화성 크[0016]

로마토그래피에 의해 정제된 VeFUC이다.

도 2는 VeFUC의 효소 활성을 나타낸 것이다. 반응은 기질로 pNP-α-L-fuc, pNP-α-D-Glc, pNP-β-D-Glc, pNP-

α-D-Gal, pNP-β-D-Gal를 이용하여 303K에서 60분 동안 수행되었다. 데이터는 3반복의 평균±표준편차를 나타

낸다. 

도 3은 VeFUC의 기질 특이성을 나타낸 것이다. VeFUC를 락토스, 라미나리바이오스, 수크로스, 말토스 및 셀로바

이오스를 포함하여 바이오매스-유래 기질과 함께 303K에서 30분 동안 인큐베이션하고 얻은 반응산물의 TLC 분석

결과이다.  글루코스(Glc)  및  갈락토스(Gal)는  반응산물을  위한  마커로  사용되었다(Std,  표준물질;  -,  기질

단독; +, 기질과 VeFUC의 반응 결과).

도 4는 효소 반응을 위한 pH 및 온도의 효과를 나타낸 것이다. 상이한 pH에서 (A) pNP-α-L-fuc, (B) 락토스 및

(C) 말토스와 반응한 VeFUC의 상대활성; 상이한 온도에서 (D) pNP-α-L-fuc, (E) 락토스 및 (F) 말토스와 반응

한 VeFUC의 상대 활성; (G) pNP-α-L-fuc, (H) 락토스 및 (I) 말토스를 이용한 VeFUC의 열적 안정성을 결정하

기 위해 다른 온도에서 60분 동안 예비-인큐베이션 된 VeFUC의 상대 활성의 측정 결과이다. 데이터는 3반복의

평균±표준편차를 나타낸다.

도 5는 기질로 락토스(A) 및 말토스(B)를 이용한 VeFUC 효소 반응산물의 TLC(좌측) 및 HPLC(우측) 분석 결과를

나타낸 것이다. 반응은 20 mM Tris-HCl(pH 7.0)에서 313K에서 120분 동안 수행하였다. 글루코스(Glc) 및 갈락

토스(Gal)는 반응산물을 위한 마커로 사용하였다(Std, 표준물질; -, 기질 단독; +, 기질과 VeFUC의 반응 결과).

도 6은 VeFUC의 트랜스글리코실화 활성을 나타낸 것이다. 말토스(DP2), 말토트리오스(DP3) 및 말토테트라오스

(DP4)와 VeFUC의 효소 반응산물은 MALDI-TOF/MS에 의해 분석되었다. 반응은 10 mM Tris-HCl(pH 7.0)에서 313K

에서 60분 동안 수행되었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 구성을 구체적으로 설명한다.[0017]

본 발명은 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸코시데이즈(α-L-fucosidase); 및 락토스 및 중합[0018]

도(degrees of polymerizations) 2 이상의 말토올리고당으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 기질을 포함

하는 단당류 또는 말토올리고당 생산용 조성물에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 단당류 또는 말토올리고당을 생산하기 위한 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸[0019]

코시데이즈(α-L-fucosidase)의 용도를 제공한다.

본 발명은 또한 락토스 및 중합도(degrees of polymerizations) 2 이상의 말토올리고당으로 이루어진 군에서 선[0020]

택된 하나 이상의 기질과 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을 포함하는 α-L-푸코시데이즈(α-L-fucosidase)를 반

응시키는 단계; 및

상기 반응의 생성물로부터 단당류 및 기질로 사용되는 말토올리고당 보다 높은 중합도의 말토올리고당을 회수하[0021]

는 단계를 포함하는 단당류 또는 말토올리고당의 생산방법을 제공한다.

본 발명자들이 해양 세균 비브리오속(Vibrio sp.) 균주 EJY3 유래의 α-L-푸코시데이즈, VeFUC를 클로닝하고,[0022]

발현시켜 특성을 규명한 결과, α-L-푸코시데이즈는 α-1,4 글루코시데이즈 및 β-1,4 갈락토시데이즈 활성에

의해 비-푸코실화된 기질을 단당류의 글루코스 및/또는 갈락토스로 가수분해할 수 있음을 최초로 보고하였다.

뿐만 아니라, 상기 효소는 트랜스글리코실화 활성을 가지고 있어 기질보다 높은 중합도의 올리고당을 생성할 수

있다. 

본 발명의 일 구체예에 따르면, 상기 α-L-푸코시데이즈는 합성 기질 또는 천연 이당류에 대한 가수분해 활성을[0023]

측정한 결과, 합성 기질, 예컨대, pNP-α-L-Fuc, pNP-α-D-Glc, pNP-β-D-Glc, pNP-α-D-Gal, 및 pNP-β-D-Gal

중 pNP-α-L-Fuc, pNP-α-D-Glc, pNP-β-D-Gal에 대해 높은 상대 활성을 나타내나, pNP-α-D-Gal 및 pNP-β-D-

Glc에 대해서는 활성을 나타내지 않았다. 또한, 다양한 유형의 글리코시드 결합을 갖는 이당류를 기질로 사용한

경우, 락토스(β-1,4-글리코시드 결합) 및 말토스(α-1,4-글리코시드 결합)는 VeFUC에 의해 가수분해되나, D-글
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루코스의 2개의 단위로 구성된 α-1,2-글리코시드 결합을 갖는 수크로스, β-1,3-글리코시드 결합을 갖는 라미

나리바이오스 및 β-1,4-글리코시드 결합의 셀로바이오스를 가수분해하지 않았다. 따라서, 상기 α-L-푸코시데

이즈는 α-푸코시데이즈, α-1,4-글루코시데이즈 및 β-1,4-갈락토시데이즈 활성을 가지나, α-갈락토시데이즈

및 β-글루코시데이즈 활성을 갖지 않음을 알 수 있다.

상기 결과로부터 본 발명의 α-L-푸코시데이즈는 기질로 비환원 말단의 결합양식으로 β-1,4-글리코시드 결합을[0024]

갖는 락토스와 α-1,4-글리코시드 결합을 갖는 말토스를 사용할 수 있음을 알 수 있다.

또한, 소듐 아세테이트, Tris-HCl, 글리신-NaOH 등과 같은 완충 용액 내 상기 α-L-푸코시데이즈의 최적 pH는[0025]

완충용액의  종류에  따라  달라질  수는  있으나  약  pH  4  내지  8에서  60%  이상의  효소  활성을  나타내고,

구체적으로, 약 pH 6 내지 8에서 가장 높은 활성을 나타낸다. 본 발명의 일 구체예에 따르면, pNP-α-L-Fuc, 말

토스 및 락토스에 대한 VeFUC의 가장 높은 활성은 각각 10 mM 소듐 아세테이트 완충액에서 pH6.0, 10 mM Tris-

HCl 완충액에서 pH7.0 및 10 mM 소듐 아세테이트 완충액에서 pH6.0에서 얻었다. 

상기 α-L-푸코시데이즈의 효소 활성에 대한 최적 온도는 30 내지 40 ℃이며, 보다 구체적으로 약 30℃이다. 열[0026]

적 안정성 시험 결과, α-L-푸코시데이즈는 약 30℃ 이하의 온도에서 안정하였으나, 약 30℃ 보다 높은 온도에

서 상대 활성은 감소한다. 따라서, 실온에서도 충분히 효소 반응이 가능하므로 온도를 높이기 위한 에너지 소비

없이도 경제적으로 공정을 수행할 수 있는 장점이 있다. 또한, 기존 효소들에 비해 상대적으로 낮은 온도에서의

열처리에도 효소를 불활성화시킬 수 있다.

상기 α-L-푸코시데이즈는 비브리오속(Vibrio sp.) 균주 EJY3 에서 유래한 것일 수 있으나, 이에 특별히 제한하[0027]

는 것은 아니다. 

또한, α-L-푸코시데이즈는 효소의 코딩 영역 전 및 후의 영역뿐만 아니라 개별 코딩 분절 사이의 개재 서열이[0028]

포함된 폴리펩타이드를 생산하는데 연관된 DNA 분절, 즉 코딩 유전자를 통해 전사 및 번역될 수 있다. 예컨대,

SEQ ID NO: 2에 기재된 서열로부터 전사 및 번역될 수 있으나, 이에 특별히 제한되는 것은 아니다. 또한, 상기

효소의 하나 이상의 치환, 결손, 전위, 첨가 등의 변이 단백질로서 상기 단당류 또는 말토올리고당의 가수분해

활성을 가지는 단백질도 본 발명의 효소의 권리범위에 포함되며, 바람직하게는 SEQ ID NO: 1에 개시된 아미노산

서열과 서열 동일성이 80% 이상, 85% 이상, 90% 이상, 93% 이상, 94% 이상, 95% 이상, 96% 이상, 97% 이상,

98% 이상 및 99% 이상인 아미노산 서열을 포함한다.

상기 α-L-푸코시데이즈는 비브리오속(Vibrio sp.) 균주 EJY3
 
배양물의 상등액으로부터 분리 및 정제할 수 있으[0029]

며, 유전공학적 재조합 기술을 이용하여 비브리오속(Vibrio sp.)
 
균주 EJY3

 
이외 균주 또는 인공적인 화학적 합

성법 등에 의하여 생산 및 분리할 수 있다. 

재조합 기술을 이용하는 경우, 통상적인 재조합 단백질 발현의 용이함을 위하여 사용되는 인자들, 예컨대 항생[0030]

제 저항성 유전자, 친화성 컬럼 크로마토그래피에 사용될 수 있는 리포터 단백질 또는 펩타이드를 사용할 수 있

으며,  이러한  기술은  본원발명이  속하는  기술분야의  당업자라면  용이하게  실시  가능한  범주에  해당된다.

예컨대, 상기 α-L-푸코시데이즈를 코딩하는 유전자, 즉, SEQ ID NO: 2에 기재된 염기서열을 포함하는 재조합

벡터로 형질전환된 숙주세포 또는 이의 배양물로부터 수득될 수 있다. 상기 숙주세포로 대장균을 사용하나, 이

에 제한하는 것은 아니다. 

상술한 바와 같이, 본 발명의 α-L-푸코시데이즈는 락토스 및 말토스를 기질로 사용하여 가수분해 반응을 통해[0031]

단당류를 분해산물로 얻을 수 있다. 상기 단당류는 글루코스 및/또는 갈락토스일 수 있다. 본 발명의 일 구체예

에 따르면, 락토스를 기질로 사용하는 경우 글루코스 및 갈락토스가 분해산물로 생성된다. 말토스를 기질로 사

용하는 경우 α-글루코시데이즈 및 트랜스글리코실화 활성으로 인해 글루코스와 기질보다 높은 중합도의 말토올

리고당이 생성된다. 

본  발명의 일  구체예에 따르면,  상기  α-L-푸코시데이즈의 트랜스글리코실화 활성을 조사하기 위해,  말토스[0032]

(DP2), 말토트리오스(DP3), 말토테트라오스(DP)를 기질로 하여 반응시킨 결과, 각 기질에 대해 높은 중합도를

갖는 말토올리고당이 생성되며, 말토스의 경우 글루코스로 가수분해하고, DP3, DP4, DP5의 말토올리고당이 생성

된다. 말토트리오스 및 말토테트라오스를 기질로 사용하는 경우 각각 DP8 및 DP9까지의 말토올리고당이 생성된

다.

따라서, 상기 α-L-푸코시데이즈는 락토오스 및 중합도(degrees of polymerizations) 2 이상의 말토올리고당을[0033]

기질로 사용할 수 있다. 바람직하게는, 상기 말토올리고당은 중합도 2 내지 4의 말토올리고당일 수 있다. 또한,
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기질로 중합도 2 내지 4의 말토올리고당을 사용하는 경우, 분해산물은 기질보다 높은 중합도의 말토올리고당이

생성될 수 있다. 

상기 α-L-푸코시데이즈와 기질의 반응은 30 내지 40 ℃, pH 6 내지 8, 30분 내지 48 시간의 조건에서 반응시켜[0034]

생산될 수 있다. 보다 구체적으로, 30 내지 35 ℃, pH 6 내지 8, 30분 내지 2 시간의 조건에서 반응시켜 생산될

수 있다.

상기 α-L-푸코시데이즈의 분해산물은 흡착 크로마토그래피인 실리카 젤 크로마토그래피 및 젤 투과 크로마토그[0035]

래피인 바이오 젤 P2 크로마토그래피를 순차적으로 실시하여 대략 95%의 고순도의 단당류 또는 말토올리고당을

분리 정제할 수 있다.

본 명세서에서 "단백질" 및 "폴리펩타이드"는 본원에서 상호 교환 가능하게 사용된다.[0036]

본 발명에서 폴리펩타이드가 또 다른 서열에 대하여 특정 비율(예컨대, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 99%)의 서열[0037]

동일성을 가진다는 것은, 상기 두 서열을 정렬시킬 때, 상기 서열들의 비교시 상기 비율의 아미노산 잔기가 동

일함을 의미한다. 상기 정렬 및 백분율 상동성 또는 동일성은, 당업계에 공지된 임의의 적당한 소프트웨어 프로

그램, 예를 들어 문헌[CURRENT PROT℃OLS IN MOLECULAR BIOLOGY(F. M. Ausubel 등 (eds) 1987 Supplement 30

section 7.7.18)]에 기재된 것들을 사용하여 결정할 수 있다. 바람직한 프로그램으로는, GCG Pileup 프로그램,

FASTA(Pearson  등  1988  Proc.  Natl  Acad.  Sci  USA  85:2444-2448),  및  BLAST(BLAST  Manual,  Altschul  등,

Natl.  Cent.  Biotechnol.  Inf.,  Natl  Lib.  Med.(NCIB  NLM  NIH),  Bethesda,  MD,  및 Altschul  등 1997  NAR

25:3389-3402)이 있다. 또 다른 바람직한 정렬 프로그램은 ALIGN Plus(Scientific and Educational Software,

PA)로서, 바람직하게는 기본 매개변수를 사용하는 것이다. 사용 가능한 또 다른 서열 소프트웨어 프로그램은

Sequence Software Package Version 6.0(Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI)에

서 이용 가능한 TFASTA Data Searching Program 이다.

본 발명에서 세포, 핵산, 단백질 또는 벡터와 관련하여 사용될 때 용어 "재조합"은, 상기 세포, 핵산, 단백질[0038]

또는 벡터가 이종 핵산 또는 단백질의 도입 또는 본래적 핵산 또는 단백질의 변경에 의해 변형되었거나, 또는

상기 세포가 이렇게 변형된 세포로부터 유래한 것을 가리킨다. 즉, 예를 들어, 재조합 세포는 상기 세포의 본래

적 (비(非)재조합) 형태 내에서는 발견되지 않는 유전자를 발현하거나 또는, 다르게는 발현 시 비정상적으로 발

현되거나 또는 전혀 발현되지 않는 본래적 유전자를 발현한다.

본 명세서에서 "핵산"은 단일가닥 또는 이중가닥의 DNA, RNA, 및 이들의 화학적 변형체를 포괄한다. "핵산" 및[0039]

"폴리뉴클레오타이드"는 본원에서 상호교환 가능하게 사용될 수 있다. 유전 암호가 축퇴되어 있기 때문에, 특정

아미노산을 인코딩하기 위해서 하나 이상의 코돈을 사용할 수 있으며, 본 발명은 특정 아미노산 서열을 인코딩

하는 폴리뉴클레오타이드를 포괄한다.

핵산 서열을 세포 내로 삽입하는 용어 "도입"은 "트랜스펙션(transfection)", 또는 "형질전환" 또는 "형질도입[0040]

(transduction)"을 의미하며, 핵산 서열의 진핵 또는 원핵 세포 내로의 통합에 대한 언급이 포함되고, 이때 상

기 핵산 서열은 세포의 게놈(예컨대, 염색체, 플라스미드, 색소체, 또는 미토콘드리아 DNA) 내로 통합되어, 자

율 레플리콘으로 전환되거나, 또는 일시적으로 발현된다.

이하, 본 발명에 따르는 실시예 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하나, 본 발명의 범위가 하기 제시된 실시예[0041]

에 의해 제한되는 것은 아니다.

<실시예 1> VeFUC 클로닝, 발현 및 특성규명[0042]

(VeFUC의 클로닝 및 발현)[0043]

VeFUC를 암호화하는 유전자의 클로닝을 위해 비브리오속(Vibrio sp.) 균주 EJY3의 게놈 DNA를 다음과 같이 제조[0044]

하였다: 비브리오속(Vibrio sp.) 균주 EJY3를 23 g/L Instant Ocean Sea Salt(Aquarium Systems, Mentor, OH,

USA), 50 mM Tris-HCl(pH 7.4), 2 g/L 글루코스, 1 g/L 효모 추출물 및0.5 g/L 암모늄 클로라이드로 구성된 최

소 배지에서 303 K 및 200 rpm에서 18시간 동안 배양하였다. 게놈 DNA는 제조업체의 프로토콜에 따라 DNeasy

Blood  &  Tissue  Kit(Qiagen,  Valencia,  CA,  USA)를  사용하여  배양물로부터  추출하였다.  표적  유전자,

VEJY3_11310(UniProt accession no. H2IHW9.1)는 다음의 프라이머를 사용하여 PCR에 의해 증폭하였다. 밑줄 부

분은 BamHI 및 XhoI 제한효소 부위이다; 

5'-GCGGGATCCATGACCAAGCCCACAGCAGGTG-3'(정방향: SEQ ID NO: 3);[0045]
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5'-GCGCTCGAGGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGCCAAGCGGGGGCCCAACTG-3'(역방향: SEQ ID NO: 4)[0046]

6개의 히스티딘을 암호화하는 서열을 역방향 프라이머에 첨가하여 HisTrap column(GE Healthcare, Piscataway,[0047]

NJ,  USA)을 사용하여 재조합 단백질을 정제하였다. PCR  산물에 BamHI  및 XhoI  제한효소를 처리하고, 이어서

pET-21a plasmid(Novagen, Darmstadt, Germany)에 라이게이션하여 pET21a-VeFUC 플라스미드를 구축하였다.

(VeFUC의 발현 및 정제)[0048]

pET21a-VeFUC 플라스미드가 탑재된 재조합 대장균(E. coli) BL21(DE3)를 310 K 및 200 rpm에서 100 mg L
-1
 의[0049]

앰피실린을 포함하는 Luria-Bertani (LB) 브로스에서 600 nm에서 측정된 배양 브로스의 흡광도가 0.6에 도달할

때까지  성장시켰다.  효소의  과발현은  289  K에서  16시간  동안  1  mM  isopropyl-β-d-thiogalactopyranoside

(IPTG)(Sigma, St. Louis, MO)에 의해 유도되었다. 4,000 X g에서 15분 동안 원심분리하여 세포를 회수하고,

초음파로  파괴한  다음,  16,000  X  g에서  1시간  동안  원심분리하였다.  무세포  조효소(crude  enzyme)는  Ni-

nitrilotriacetic acid(NTA) affinity chromatography(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 사용하여 정제하였다. 용

출은 300 mM 이미다졸과 함께 1 mL의 용출버퍼로 수행하였다. 정제된 재조합 단백질은 Amicon ultracentrifugal

filter unit(molecular weight cutoff value of 50,000, Millipore, Billerica, MA, USA)를 사용하여 농축하

였다. 농축된 효소 용액은 bicinchoninic acid(BCA) 단백질 분석(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) 및

12%(w/v) SDS-PAGE 젤 전기영동으로 분석하여 표적 단백질의 농도, 크기 및 순도를 측정하였다. 

(VeFUC의 효소 활성 측정)[0050]

VeFUC의 효소 활성을 측정하기 위해 4 nmol의 VeFUC를 100 ㎕의 10 mM 합성 기질, 예컨대 p-nitrophenyl-α-L-[0051]

fucopyranoside(pNP-α-L-Fuc, α-푸코시데이즈 분석용 기질), p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside(pNP-α-D-

Glc, α-글루코시데이즈 분석용 기질), p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside(pNP-β-D-Glc, β-글루코시데이즈

분석용  기질),  p-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside(pNP-α-D-Gal,  α-갈락토시데이즈  분석용  기질)  p-

nitrophenyl-β-D-galactopyranoside(pNP-β-D-Gal, β-갈락토시데이즈 분석용 기질) (모두 Sigma-Aldrich에서

구입)과 함께 303 K에서 60분 동안 인큐베이션 하였다. 500㎕의 1M 소듐 카보네이트를 첨가하여 반응을 종결하

고, 반응 혼합물의 흡광도는 405 nm에서 분광광도법에 의해 정량하였다. 1 유닛(U)의 VeFUC은 상기 기술된 효소

반응 조건 하에서 1분당 1 μmol의 p-nitrophenyl(pNP)를 생산하는데 필요한 효소의 양으로 정의하였다. 

또한, VeFUC의 효소 활성을 시험하기 위해, 수크로스(α-1,2 글리코시드 결합을 갖는 D-글루코스 및 D-프룩토스[0052]

단위로 형성됨), 말토스(α-1,4 글리코시드 결합을 갖는 두 개의 D-글루코스로 형성됨)(모두 Sigma에서 구입),

라미나리바이오스(β-1,3 글리코시드 결합으로 두 개의 D-글루코스로 형성됨)(Megazyme, Wicklow, Ireland), 락

토스(β-1,4 글리코시드 결합을 갖는 D-갈락토스 및 D-글루코스 단위로 형성됨) 및 셀로바이오스(β-1,4 글리코

시드 결합을 갖는 D-글루코스의 두 개의 단위로 형성됨)를 포함하여 바이오매스-유래의 이당류를 시험하였다.

효소 반응을 위해, 4 nmol의 VeFUC를 30 mM의 각 기질을 포함하는 100㎕의 10 mM Tris-HCl buffer(pH 7.0)와

300 K에서 60분 동안 인큐베이션 하였다. 

pNP-α-L-Fuc에 대한 VeFUC의 키네틱 파라미터를 측정하기 위해, 상기 기술된 동일한 조건 하에서 0.109 내지[0053]

0.875 mM 범위의 pNP-α-L-Fuc의 농도 별로 효소 반응을 수행하였다. VeFUC의 효소 키네틱 파라미터, Vmax, Km

및 kcat 는 Lineweaver-Burk 플롯으로부터 측정되었다.

(TLC 및 HPLC에 의한 효소 반응산물의 분석)[0054]

VeFUC의 효소 반응산물을 분석하기 위해, TLC 및 HPLC를 이용하였다. TLC 분석을 위해, 1㎕의 반응 혼합물을 실[0055]

리카겔  60  플레이트(Merck,  Darmstadt,  Germany)에  로딩하였으며,  이때,  n-부탄올/아세트산/물(3:2:2의

부피비)로 구성된 이동상을 사용하였고, 에탄올 중 10%(v/v) 황산 용액을 이용하여 403 K에서 5 분 동안 TLC 플

레이트를 가열하여 가시화하였다. 

반응산물은  또한  Bio-Rad  Aminex  HPX-87H  컬럼  및  refractive  index  detector(Agilent  Technologies,[0056]

Wilmington, DE, USA)가 장착된 Agilent 1100 HPLC system(Agilent)로 분석하였다. HPLC 분석은 이동상으로 5

mM 황산을 이용하여 338 K에서 0.5 mL/min의 유속에서 수행하였다. 

(MALDI-TOF  MS(matrix-assisted  laser  desorption  ionization-tandem  time  of  flight  mass  spectrometry)에[0057]

의한 효소 반응산물의 분석)

VeFUC의 트랜스글리코실화 활성을 측정하기 위해 4 nmol의 VeFUC를 기질로 30 mM의 말토스, 말토트리오스(α-[0058]
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1,4 글리코시드 결합을 갖는 3개의 D-글루코스 단위로 형성됨), 또는 말토테트라오스(α-1,4 글리코시드 결합을

갖는 4개의 D-글루코스 단위로 형성됨)와 인큐베이션 하였다. 반응 혼합물은 ultrafleXtreme MALDI-TOF/TOF MS

system(Bruker Daltonics)를 이용하여 MALDI-TOF/TOF MS에 의해 분석되었다. 샘플 제조를 위해, 반응산물을 물

에 녹이고, 1 ㎕의 가용화된 반응산물을 스테인리스스틸 타겟 플레이트에 점적하고 나서 0.3 ㎕의 10 mM NaCl

및 50%(v/v) 아세토나이트릴 중의 50 g/L의 2,5-디하이드록시벤조산 0.5㎕를 첨가하였다. 스팟은 진공 하에서

빠르게 건조시켜 균일하게 결정화되도록 하였다. 샘플은 앞서 기술한 바와 같이 MALDI-TOF/TOF MS에 의해 분석

되었다. 원시 MS 데이터는 FlexAnalysis software(version 3.3; Bruker Daltonics)를 사용하여 가공하였다. 모

든 MS 피크는 디컨볼루션하였고, 샘플에서 모든 중성 질량의 리스트가 생성되었으며, 존재비는 질량 스펙트럼

피크 강도로 나타냈다.

(VeFUC 효소의 특성 규명)[0059]

VeFUC 활성을 위한 최적 pH를 측정하기 위해, 4 nmol의 VeFUC를 다양한 pH의 완충용액(10 mM 소듐 아세테이트[0060]

(pH 4.0 내지 6.0), 10 mM Tris-HCl(pH 6.0 내지 9.0) 및 10 mM glycine-NaOH(pH 9.0 내지 10.0))에서 10 mM

pNP-α-L-Fuc, 10 mM 락토스 및 10 mM 말토스 각각과 303K에서 10분 동안 인큐베이션 하였다.

VeFUC의 효소 활성을 위한 최적 온도를 측정하기 위해, 4 nmol의 VeFUC를 10 mM 소듐 아세테이트(pH 6.0)에서[0061]

10  mM  pNP-α-L-Fuc, 10 mM 락토스 및 10 mM Tris-HCl 완충액(pH 7.0)에서 각각 10 mM 말토스와 293K 내지

343K의 온도 범위에서 30분 동안 인큐베이션 하였다. 

VeFUC의 열적안정성을 측정하기 위해, 4 nmol의 VeFUC를 10 mM 소듐 아세테이트(pH 6.0)에서 10 mM pNP-α-L-[0062]

Fuc, 10 mM 락토스 및 10 mM Tris-HCl 완충용액(pH 7.0)에서 각각 10 mM 말토스와의 효소 반응 전에 293 K 내

지 343 K의 다양한 온도 범위에서 1시간 동안 미리 인큐베이션 하였다. 반응 혼합물을 끓는 물에서 1분 동안 인

큐베이션 함으로써 효소 반응을 종결하였다. 반응 혼합물은 HPLC로 분석하였다. 

<실험예 1> VeFUC의 효소 활성 및 기질 특이성[0064]

비브리오속(Vibrio  sp.)  균주  EJY3  유래의  VeFUC,  α-L-푸코시데이즈의  효소  활성을  특성규명하였다.  이를[0065]

위해, 대장균(E. coli) BL21 (DE) 균주에서 VeFUC를 발현시켰으며, VeFUC의 분자량은 그들의 이론적인 질량값,

69.9 kDa에 상응하였다(도 1). 합성 기질, 천연 이당류를 포함하여 기질 별 효소 분석을 수행한 결과, VeFUC는

독특하고 앞서 보고된 바 없는 활성을 나타내는 신규한 α-L-푸코시데이즈로 확인되었다. 

VeFUC의 효소 활성을 측정하기 위해, 합성 기질, 예컨대, pNP-α-L-Fuc, pNP-α-D-Glc, pNP-β-D-Glc, pNP-α-[0066]

D-Gal 및 pNP-β-D-Gal를 효소 반응에 사용하였다. 이 부류의 화합물은 보통 글리코시데이즈 활성 및 특이성 분

석에 사용되었으며, p-니트로페닐(p-nitrophenyl, pNP)기는 훌륭한 이탈기로 작용하며, 분광법에 의해 쉽게 정

량화될 수 있다. VeFUC는 pNP-α-L-Fuc에 대해 가장 높은 활성을 보여주었으며, 또한, pNP-α-D-Glc를 가수분해

하여 41.5%의 상대 활성을 나타내고, pNP-β-D-Gal에 대해서는 65.3%의 상대 활성을 나타냈다(도 2). 그러나,

VeFUC는 pNP-α-D-Gal 및 pNP-β-D-Glc 에 대해 활성을 나타내지 않았다.

pNP-α-L-Fuc에 대한 VeFUC의 키네틱 파라미터를 측정하기 위해, 기질 농도를 달리하여 10 mM 소듐 아세테이트[0067]

완충용액(pH 6.0)에서 313 K에서 효소 반응을 수행하였다. VeFUC의 키네틱 파라미터는 Lineweaver-Burk plot를

사용하여 측정하였다. pNP-α-L-Fuc에 대한 VeFUC의 Vmax, Km, 및 kcat 값은 각각 24.8 ± 0.9 U mg
-1  

protein,

6.34 ± 0.48 mM 및 4.81 ± 1.8 s
-1
이었다. VeFUC에 대한 촉매 상수는 다른 특성이 규명된 세균성 푸코시데이

즈의 정상 범위 내에 있었다(표 1). 

표 1

대표적인 세균성 푸코시데이즈의 키네틱 파라미터[0068]

단백질 생물명 기질 Vmax Km Kcat 비고

VeFUC V. EJY3 pNP-
α-L-Fuc

24.8±0.9 6.34
±0.48

4.81±1.8 본 발명

BT_2970 B. thetaiotaomicron pNP-
α-L-Fuc

- 1.5 1.3 Sakurama, H. et al.
Biosci. Biotechnol.
Biochem. 2012, 76,
1022-1024.
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AlfA Lactobacillus casei pNP-
α-L-Fuc

1.14 0.27 - Rodriguez-Diaz, J.
et al.  Appl.
Environ.Microbiol.
2011, 77, 703-705

AlfB L. casei pNP-
α-L-Fuc

6 2.9 - Rodriguez-Diaz, J.
et al.  Appl.
Environ.Microbiol.
2011, 77, 703-705

AlfC L. casei pNP-
α-L-Fuc

22.2 5.3 - Rodriguez-Diaz, J.
et al.  Appl.
Environ.Microbiol.
2011, 77, 703-705

aLfuk1 P. thiaminolyticus pNP-
α-L-Fuc

- 0.44
±0.02

- Benesova, E. et al.
Glycobiology. 2013,
23, 1052-1065

TM0306 T. maritima pNP-
α-L-Fuc

- 0.034
±0.002

5.4±0.2 Sulzenbacher, G. et
al. J. Biol. Chem,
2004, 279,
13119-13128

TfFuc1 Tannerella forsythia pNP-
α-L-Fuc

20.4±
0.8

0.67
±0.2

- Megson, Z. A. et
al. Virulence,
2015, 6, 282-292

XCC2888 Xanthomonas
campestris

pNP-
α-L-Fuc

- 0.7±
0.1

6.1±2.0 Dupoiron, S. et al.
J. Biol. Chem,
2015, 290,
6022-6036

Alf1_Wf Wenyingzhuangia
fucanilytica

pNP-
α-L-Fuc

4.75±
0.38

3.30±
0.42

5.44 Dong, S. et al.
Protein Expr.
Purif., 2017, 129,
9-17.

또한, 다양한 유형의 글리코시드 결합을 갖는 10 mM의 몇몇 이당류와 효소 반응을 수행하였다. 이당류 그룹 중[0069]

락토스(β-1,4-글리코시드 결합) 및 말토스(α-1,4-글리코시드 결합)는 VeFUC에 의해 가수분해되었다(도 3). 그

러나, VeFUC는 D-글루코스의 2개의 단위로 구성된 α-1,2-글리코시드 결합을 갖는 수크로스, β-1,3-글리코시드

결합을 갖는 라미나리바이오스 및 β-1,4-글리코시드 결합의 셀로바이오스를 가수분해하지 않았다. 이들 결과는

VeFUC가 α-푸코시데이즈, α-1,4-글루코시데이즈 및 β-1,4-갈락토시데이즈 활성을 가지나, α-갈락토시데이즈

및 β-글루코시데이즈 활성을 갖지 않음을 시사한다.

<실험예 2> VeFUC의 특성규명[0071]

VeFUC의 효소 활성에 대한 pH 및 온도의 효과를 시험하기 위해, 10 mM pNP-α-L-Fuc, 10 mM 락토스 및 10 mM[0072]

말토스를 4 nmol의 VeFUC와 다양한 pH(pH 4.0-10.0) 및 온도(293-343 K)에서 인큐베이션 하였다. 

pNP-α-L-Fuc, 말토스 및 락토스에 대한 VeFUC의 가장 높은 활성은 각각 10 mM 소듐 아세테이트 완충용액에서[0073]

pH6.0, 10 mM Tris-HCl 완충용액에서 pH7.0 및 10 mM 소듐 아세테이트 완충용액에서 pH6.0에서 얻었다(도 4a-

c). VeFUC 효소 활성에 대한 최적 온도는 모든 기질에 대해 대략 313K가 되는 것으로 측정되었다(도 4d-f). 열

적 안정성 시험에서의 결과에 따르면, VeFUC는 60분 동안 예비-인큐베이션 후 303K 이하의 온도에서 안정하였으

나, 303K 보다 높은 온도에서 예비-인큐베이션 후에 상대 활성은 감소하였다(도 4g-i).

<실험예 3> VeFUC의 작용 모드[0075]

최적화된  반응  조건에서  락토스  및  말토스와  인큐베이션  된  VeFUC의  반응산물을  TLC  및  HPLC에  의해[0076]

분석하였다. 락토스를 기질로 사용하는 경우, 글루코스 및 갈락토스가 생성되었다(도 5a). 이들 결과는 VeFUC가

β-갈락토시데이즈 활성에 의해 락토스의 β-1,4-글리코시드 결합을 가수분해함을 시사한다. 말토스를 기질로

사용하는 경우, α-글루코시데이즈 및 트랜스글리코실화 활성으로 인해 각각 글루코스와 기질보다 높은 중합도

가 형성되었다(도 5b). 지금까지, VeFUC는 α-1,4 글루코시데이즈 및 β-1,4 갈락토시데이즈 활성에 의해 푸코

실화되지 않은 α- 및 β-글리코시드 결합을 가수분해할 수 있는 이중 촉매 활성을 나타내는 최초의 효소이다.
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VeFUC의 트랜스글리코실화 활성을 조사하기 위해, 말토스(DP2), 말토트리오스(DP3) 또는 말토테트라오스(DP4)와[0077]

인큐베이션 된 VeFUC의 반응 혼합물을 MALDI-TOF/TOF MS에 의해 분석하였다. 기질로 DP2, DP3 및 DP4를 각각

이용한 모든 반응 혼합물에서 기질보다 높은 중합도를 갖는 올리고당이 검출되었다(도 6). 기질로 말토스를 사

용하여 얻은 반응산물은 VeFUC가 일차적으로 말토스를 글루코스(DP1,  176.9  m/z)로 가수분해하고 DP5  (DP3,

527.1 m/z; DP4, 689.2 m/z; DP5, 851.3 m/z)까지의 범위에 이르는 올리고당을 형성함을 보여주었다. 말토트리

오스 및 말토테트라오스를 기질로 사용하는 경우, VeFUC는 각각 DP8 및 DP9까지의 올리고당을 형성하였다(도

6).

세균 및 진핵생물에서 발견된 많은 대표적인 GH29 α-L-푸코시데이즈들은 상이한 효율로 트랜스푸코실화 반응을[0078]

촉매하는 능력을 가짐을 보여주었다. 지금까지, 대부분의 트랜스푸코실화는 푸코실 도너로 pNP-α-L-Fuc를 사용

하였다. 흥미롭게도, VeFUC는 α-1,4-올리고당에 대해 높은 트랜스글리코실화 활성을 나타냈다(도 6). 이 결과

에  따르면,  기질의  비환원  말단으로부터  방출된  글루코스는  α-1,4  위치선택성을  갖는  기질로  전달된다.

따라서, 기질인 말토스는 도너 및 수용체(자기-축합) 둘 다로서 제공할 수 있어 기질보다 높은 중합도를 갖는

올리고당을 형성할 수 있다. VeFUC의 트랜스글리코실화 활성으로부터 생성된 말토올리고당은 약한 단맛, 상대적

으로 낮은 삼투압, 높은 수분-보유 능력 및 적당한 점도, 그리고 결정화를 억제하고 빵의 노화(staling)를 지연

시키는 능력으로 인해 식품 산업에서 잠재적 적용이 가능한 고부가가치의 기능성 올리고당이다. 

도면

도면1
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서 열 목 록

<110>    KOREA UNIVERSITY RESEARCH AND BUSINESS FOUNDATION

<120>    Use of alpha-L-fucosidase having dual enzymatic activity for

         cleaving alpha- and beta-1,4-glycosidic linkages

<130>    P19U13C0650

<150>    KR 10-2019-0059565

<151>    2019-05-21

<160>    4

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    607

<212>    PRT

<213>    Vibrio sp.

<400>    1

Met Thr Lys Pro Thr Ala Gly Glu Leu Thr Gly Thr Ser Ser Gln Ala
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  1               5                  10                  15 

Thr Ser Gln Leu Asp Asn Arg Asn Ala Phe Thr Gly Val Ser Lys Gln

             20                  25                  30 

Gly Leu Asn Arg Trp Lys Lys Asn Thr Phe Gly Met Phe Ile His Trp

         35                  40                  45 

Gly Leu Tyr Cys His Arg Asp Leu Ala Gly Tyr Tyr Gln Gly Gln Tyr

     50                  55                  60 

Tyr Asp Ile Ile Ser Glu Trp Leu Pro His Phe Ala Arg Ile Pro Met

 65                  70                  75                  80 

Arg Asp Tyr Lys Glu Tyr Ala Ser Asp Phe Asn Pro Ser Glu Phe Asp

                 85                  90                  95 

Ala Asp Gln Val Thr Ala Leu Ala Lys Thr Ala Gly Met Asn Tyr Met

            100                 105                 110 

Val Val Thr Ala Lys His His Asp Gly Phe Ala Met Tyr His Ser Pro

        115                 120                 125 

Ser His Pro Phe Asn Ile Thr Asp Ala Thr Pro Phe Lys Arg Asp Pro

    130                 135                 140 

Val Ala Glu Leu Ser Gln Ser Cys Arg His Lys Asp Leu Asp Phe Gly

145                 150                 155                 160 

Leu Tyr Tyr Ser His Val Ile Asp Trp Glu Asn Glu Asn Ala Val Ser

                165                 170                 175 

Lys Ala Pro Asn Asp Trp Asp Phe Asn Pro Asp Gln Ala Asn Tyr Gln

            180                 185                 190 

Glu Tyr Trp Asn Asn Lys Cys Leu Pro Gln Val Asn Glu Leu Leu Glu

        195                 200                 205 

Gln Tyr Gly Asp Leu Cys Ser Leu Trp Phe Asp Met Gly Gly Phe Asp

    210                 215                 220 

Val Gln Glu Glu Ala Asp His Val Arg Arg Ile Gly Glu Leu Met Ala

225                 230                 235                 240 

Leu Ile Arg Lys Lys Gln Pro Asp Ala Val Val Asn Ser Arg Val Thr

                245                 250                 255 
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Ala Pro Glu Cys Glu Tyr Gln Leu Asp Trp Asp Ile Lys Thr Gly His

            260                 265                 270 

Asp Asn Tyr Met Glu Pro Leu Tyr Ile Lys Pro Tyr Tyr Trp Glu Gly

        275                 280                 285 

Ile Ala Thr Ser Asn Asp Asn Trp Gly Tyr Ser Arg Asn Asp Asn Asn

    290                 295                 300 

Thr Lys Ser Ser Lys Asp Leu Ile Asn Gln Leu Cys Ser Val Val Ser

305                 310                 315                 320 

Arg Gly Gly Asn Phe Leu Leu Asn Ile Thr Leu Asp His Asn Gly Arg

                325                 330                 335 

Ile Pro Gln Ser Leu Val Arg Leu Leu Ser Glu Ile Gly Gln Trp Met

            340                 345                 350 

Gln Val Asn Gln Glu Ala Val Ile Asp Thr Glu Ala Thr Pro Leu Gln

        355                 360                 365 

Thr Gly Phe Asn Trp Gly Val Val Thr His Arg Pro Ala Thr Asn Lys

    370                 375                 380 

Leu Tyr Leu His Val Gln Arg Gln Pro Glu Gln Asn Val Ile Cys Leu

385                 390                 395                 400 

His Ser Leu Asn Asn Arg Ile Lys Gln Val Arg Leu Leu Asp Asn Gln

                405                 410                 415 

Ile Lys Gly His Val Ser Tyr Leu Gln Lys Thr His Thr Asp Thr Gly

            420                 425                 430 

Ile Thr Ala Ser Thr Leu Asn Leu Gln Leu Gly His Asn Tyr Asp Arg

        435                 440                 445 

Met Pro Leu Val Ile Glu Leu Glu Tyr Asp Gly Glu Leu Asp Ile Asn

    450                 455                 460 

Pro Ile Val His Gln Asp Arg Leu Ala Lys Val Arg Leu Asp Thr Leu

465                 470                 475                 480 

Asn Ile Ala His Phe Asp Pro Glu Lys Leu Thr Tyr Arg Trp Thr Phe

                485                 490                 495 

Gln Ile Gln Ser Pro Gly Arg Phe Ala Leu Asp Leu Val Ser Leu Glu

            500                 505                 510 
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Thr Met His His Lys Asp Pro Gln Trp Val His Asn Gly Lys Thr Gly

        515                 520                 525 

Arg Ile Ser Cys Gly Gly Gln Ser Trp Glu Phe Glu Leu Asn Leu Asp

    530                 535                 540 

Lys Thr Asp Thr Asn Asp Ala Gln Val Pro Trp Lys Asn Ile His Ser

545                 550                 555                 560 

Arg Leu Gly Glu Leu His Phe Pro Gln Ala Gly Glu Tyr Thr Leu Glu

                565                 570                 575 

Phe Ser Glu Leu Pro Leu Ala Ile Asp Gln Ser Glu Lys Tyr Gly Gln

            580                 585                 590 

Asp Tyr Ile Asn Leu Glu Tyr Leu Gln Leu Gly Pro Arg Leu Ala

        595                 600                 605 

<210>    2

<211>    1824

<212>    DNA

<213>    Vibrio sp.

<400>    2

atgaccaagc ccacagcagg tgagctgaca ggaacaagca gccaggctac aagccagttg         60

gacaatcgca atgcctttac tggcgtcagt aagcaagggc tgaaccgctg gaaaaaaaat        120

acctttggca tgtttatcca ctgggggctt tattgccacc gggatctggc cgggtattat        180

cagggacaat actacgacat cattagcgaa tggctgcccc actttgcccg tattcctatg        240

cgggactaca aagaatacgc ttctgacttt aaccctagcg aatttgatgc cgaccaggta        300

acggcgttgg ccaaaacagc cgggatgaat tacatggtgg tcacagctaa gcatcacgac        360

gggtttgcca tgtatcacag cccatcacat cctttcaaca tcacagacgc cacaccgttt        420

aaacgcgatc cagtcgcaga actcagtcaa agctgtcgtc ataaggactt ggattttggc        480

ctgtattatt cgcatgtgat cgactgggag aacgaaaacg cagtgtcaaa agcccccaat        540

gattgggact tcaacccaga ccaagccaat tatcaggaat actggaataa caagtgctta        600

cctcaggtta atgaattgct tgagcagtac ggagatctat gttcgctgtg gtttgatatg        660

ggaggctttg atgtacaaga agaagctgac cacgtacgtc ggatcggcga actgatggca        720

ttaatccgga aaaaacagcc tgatgcggtg gttaatagcc gagttacggc accggaatgt        780

gagtaccagt tggattggga tattaaaacc ggccatgata actacatgga gccactttat        840
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atcaagccat attactggga aggcattgct accagtaatg acaactgggg ttatagccgc        900

aacgacaaca ataccaaatc cagtaaggat ctgataaacc agctgtgttc tgtagtcagc        960

cggggcggaa actttctgct caatataact ctggatcata acgggcgtat tccccagtcc       1020

cttgtgcgat tacttagcga gataggccaa tggatgcagg tgaatcagga agcggtgatc       1080

gatacagaag ctaccccgct gcagaccggc ttcaattggg gcgtggtaac acatagacca       1140

gccaccaata agctgtatct gcatgtgcag cgtcagccag agcaaaacgt tatctgctta       1200

catagtctca ataatcgaat caaacaggtg cgattgcttg ataatcaaat caaaggccat       1260

gtttcctatt tgcagaaaac acatacggat acgggcatca cggccagcac cctcaacctg       1320

caactcgggc acaattatga tcggatgcct ctggtgatcg agctggagta tgacggtgag       1380

ctggacatca atcctatcgt ccatcaggac cgactggcca aagtgcgcct ggacacgctc       1440

aatatcgctc actttgatcc tgaaaaactc acttaccgct ggaccttcca aattcagagc       1500

ccgggccggt tcgccttaga tctggtttct ttggaaacca tgcatcataa agaccctcaa       1560

tgggtacaca acggtaaaac cggtcgcata agttgtggag gtcagtcttg ggagtttgag       1620

ctaaacctcg acaaaacaga caccaacgat gcccaggtac cgtggaaaaa cattcacagt       1680

cgcttgggcg agctgcattt tccccaagcc ggtgaatata cactggagtt cagcgagttg       1740

ccgctggcta tcgatcagtc tgagaaatat ggtcaggatt acattaatct tgaatatctg       1800

cagttgggcc cccgcttggc gtga                                              1824

<210>    3

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for amplification of VEJY3_11310

<400>    3

gcgggatcca tgaccaagcc cacagcaggt g                                        31

<210>    4

<211>    48

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Reverse primer for amplification of VEJY3_11310

<400>    4

gcgctcgagg tggtggtggt ggtggtgcgc caagcggggg cccaactg                      48
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